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(54) Verfahren zur einstuf igen Umsalzung und Aufreinigung von Oligopeptiden 

(57) Die vorliegende Erfindung richtet sich auf ein 
Verfahren zur einstufigen Umsalzung und Aufreinigung 
von Oligopeptiden. Oligopetide fallen bei ihrer Synthese 
haufig nicht direkt als Acetate an. Acetatsalze von Olig- 
opeptiden sind aber aus medizinischen und formulie- 
rungstechnischen Grunden als Bulkactives wunschens- 
wert. Aus dem Stand der Technik bekannte Verfahren 
arbeiten bisher mit zwei getrennten Schritten oder mit 
pyridinhaltigen Laufmitteln. 

ErfindungsgemaG kann die Umsalzung und Aufrei- 
nigung in einem Schritt vereinigt Oder der Einsatz von 
Pyridin als Laufmittel vermieden werden, wenn das 
Oligopeptid in Form seines Chloridsalzes mit einem 
acetathaltigen Laufmittel nach flussigchromatographi- 
schen Method en gereinigt wird. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein einstufiges Verfahren zur Umsalzung und Aufreinigung von Oligopepti- 
den. 

5 [0002] Oligopeptide entfalten haufig bioaktive Wirkung und erfahren deshalb Anwendungen als Therapeutika. Als 
Beispiel seien Agonisten und Antagonisten des LHRH genannt, welche unter anderem zur Bekampfung von bestimm- 
ten Krebserkrankungen zum Einsatz kommen. 

[0003] Die Herstellung der zu reinigenden Oligopeptide kann nach Verfahren des Standes der Technik erfolgen. Sinn- 
voll sind u.a. die Merrif ield-Peptidsynthese an festen Tragermaterialien Oder die Wassische Synthese in LOsung. Sowohl 

io bei der Merrifield-Festphasensynthese wie auch bei der Synthese in Losung ist es essentiell, bestimmte Bereiche im 
Molekul mit Schutzgruppen zu versehen, die am Ende der Herstellung wieder abgespaiten werden. Bei der Festpha- 
sensynthese ist es daruberhinaus notwendig, das Oligopeptid von dem festen Trager zu entfernen. Fur weitere Ausfuh- 
rungen zur Synthese von Peptiden sei auf die einschlagig bekannte Literatur verwiesen (Houben-Weyl, Methoden der 
organischen Chemie, Band 15/1 und 15/2; M. Bodanszky, Priciples of Peptide Synthesis, Springer Verlag 1984). 

is [0004] Handelt es sich bei dem herzustellenden Peptid um ein Pharmakum, so ist es haufig gewunscht, das Oligo- 
peptid in der Form seines Acetatsalzes vorliegen zu haben, um dem Patienten keine kdrperfremden Oder weitere kriti- 
sche Stoffe im Gleichschritt mit der Gabe des Medika merits applizieren zu mussen. 

[0005] Haufig ist es so, daB das Oligopeptid durch Syntheseumstande bedingt nicht als Acetatsalz anfatlt, sei es, weil 
andere Sauren als Essigsaure zur f inalen Abspaltung der Schutzgruppen herangezogen werden mussen, sei es, weil 

20 die freie Form des Peptids nicht Oder nur umstandlich herzustellen ist und eine einfache Umwandlung in das Acetat mit- 
tels Essigsaure nicht gelingt. Zur Abspaltung der Schutzgruppen oder zur Abspaltung des Peptids von dem zur Syn- 
these bendtigten Harz ist man meist auf starkere Sauren wie Trrf luoressigsaure, Salzsaure Oder Bromwasserstoff 
angewiesen. Fur weitere Details diese Abspaltungen betreffend sei wiederum auf die Lehrbucher verwiesen (Houben- 
Weyl, Methoden der organischen Chemie, Band 15/1 und 15/2; M. Bodanszky, Priciples of Peptide Synthesis, Springer 

25 Verlag 1984). 

[0006] Zur Herstellung eines fur die Applikation am Tier oder Menschen benotigten Acetats des betreffenden Oligo- 
peptids ist man in oben genannten Fallen gezwungen, das Oligopeptid umzusalzen. 

[0007] Das als Wirksubstanz zu prufende oder als Therapeutikum bereits im Handel befindliche Oligopeptid muB hin- 
sichtlich seiner Reinheit besonderen Anforderungen genugen. Es wird meist in Ermangelung einer geeigneten Wasi- 

30 schen Reinigungsmethode eine Aufreinigung des Produktgemisches der Synthese mitt els Chromatographie - speziell 
Hochdruckf lussigkeitschromatographie - angewandt. Dazu ist es notwendig. das Oligopeptid vor dem Aufbringen auf 
die Saule bevorzugt im LOsungsmittelgemisch des als Eluent gewahlten Laufmittels aufzunehmen. 
[0008] Fur Oligopeptide sind in der Literatur bisher mehrere Verfahren beschrieben worden, die deren Umsalzung 
und Aufreinigung zum Gegenstand haben. Laut Gabriel (Int. J. Peptide Protein Res. 1987, 30, 40-43) kann das Oligo- 

35 peptid GRF(1 -44)-NH 2 aus setnem Trrf luoracetat mittels Hochdruckf lussigkeitschromatographie unter Verwendung von 
pyridin- und essigsaurehaltigen Laufmitteln in das Acetat verwandelt werden. Bezuglich der Reste von Pyridin, welche 
unweigerlich nach einer solchen Prozedur im Oligopeptid zuruckbleiben, bestehen allerdings hinsichtlich toxikologi- 
scher Eigenschaften dieses Stoffes Bedenken. Auch aus Arbeitsschutzgrunden scheint ein Aufreinigungsverfahren, 
welches mit groBeren Mengen an gefahrlichem Pyridn arbeitet, nachteilig. 

40 [0009] Unter Umgehung des pyridinhaltigen Laufmittelsystems versuchten Hoeger et at. (BioChromatography 1987, 
2,134-142) GnRH-Peptide umzusalzen und aufzureinigen. Ausgehend von den Fluoridsalzen erfolgt hier eine zweistu- 
fige Reversed- Phase-Chromatographie mit Gradientenfahrweise in Triethylammoniumphosphat(TEAP)- und Trifluora- 
cetat(TFA)-Puffern mit Acetonitril als Modifier. Nach Lyophilisation der aufgereinigten Peptidfraktionen schlieBt sich die 
Konvertierung zu den Acetatsalzen via Anionenaustauschchromatographie mit verdunnter Essigsaure bzw. Reversed- 

45 Phase-Chromatographie im Ammoniumacetat/Acetonitrilgradienten an. 

[001 0] Die EP 01 45258 beschreibt u.a. die Aufreinigung von HF-Salzen von Nona- und Dekapeptiden der Gruppe der 
LHRH- Agonisten. Auch hier erfolgt die Umsalzung getrennt vom Aufreinigungsschritt erst uber Anionenaustauschchro- 
matographie mit anschlieBender Endreinigung an einer octadecylsilanisierten Kieselgelphase mittels eines Eluenten 
bestehend aus Ammoniumacetat und Acetonitril unter Hochdruckbedingungen. 

so [0011] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Angabe eines weiteren Verfahrens zur Umsalzung und Aufreini- 
gung von Oligopeptide^ welches diese beiden Arbeitsschritte in einem vereinigt und welches ohne die Verwendung 
von Pyridin auskommt. 

[001 2] Diese und nicht naher bezeichnete weitere Aufgaben, welche sich jedoch fur den Fachmann in naheliegender 
Weise aus dem Stand der Technik ergeben, sind Gegenstand des kennzeichnenden Teils des Anspruch 1 . Bevorzugte 
55 Ausgestaltungen des erfindungsgemaBen Verfahrens sind Gegenstand der auf Anspruch 1 ruckbezogenen Unteran- 
spruche. 

[0013] Dadurch, daB man das umzusalzende bzw. aufzureinigende Oligopeptid als sein Hydrochloridsalz per Flus- 
sigchromatographie mittels eines acetathaltigen Laufmittels reinigt, gelangt man auBerst einfach und dennoch vorteil- 
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haft zu praktisch chloridfreien aufgereinigten Oligopetidacetaten. Es gelingt demnach mil dem erfindungsgemaBen 
Verfahren die vormals nur in zwei Stufen Oder durch Einsatz von toxikologisch bedenWichem Pyridin zu bewerkstelli- 
gende Aufreinigung und Umsalzung der betrachteten Oligopeptide in einem einzigen Arbeitschritt ohne Zusatz von 
Pyridin zu vereinen. Die durch das vorliegende Verfahren erhaltlichen Produktfraktionen werden vorteilhafterweise ver- 
5 einigt und durch Lyophilisation getrocknet. Man erhait das Acetat aus dem Chlorid in einer Ausbeute von ca. 85%. Das 
so erhaltene bis zu einem Prozentsatz von 99,5% reine Oligopeptidacetat kann als Wirkstoff nach Formulierung fur 
eine medikamentose Therapie herangezogen werden. 

[0014] Fur das vorliegende Verfahren ist es notwendig, daB die Oligopeptide in Form ihrer Chloride zum Einsatz kom- 
men. Der einfachste Weg, urn dies zu erreichen, ist der Einsatz von Salzsaure fur die Schutzgruppenabspaltung. Auf 

10 der anderen Seite sind aber die Peptidhydrolyse und and ere Nebenreaktionen an Seitenkettenfunktionalitaten durch 
die Saurestarke des Abspaltungsagenz bestimmte ungewollte Kbnkurrenzreaktionen. Aus diesen und anderen Grun- 
den (wie z.B. Loslichkeit des Peptids in TFA) werden fur derartige Entschutzungen haufig weniger starke wasserf reie 
Sauren wie z.B. Trrfluoressigsaure Oder wasserfreie starke Sauremischungen herangezogen wie z.B HBr/Eisessig. 
[001 5] Vollig uberraschend und dennoch auBerst vorteilhaft ist jetzt gefunden worden, daB man geschutzte Oligopep- 

15 tide auch mit konzentrierter waBriger Salzsaure entschutzen kann und daB die daraus erttstehenden Salze der Oligo- 
peptide gegenuber der gangigeren Abspaltung mit der wasserfreien weniger starken Trifluoressigsaure evt. im 
Gemiscrimit organischen LSsungsmitteln oder dem System HBr/Eisessig einen deutlich geringeren Anteil an Neben- 
produkten aufweisen. Dies war weder naheliegend noch vorhersehbar. 

[001 6] Bei der eben beschriebenen Abspaltung der Schutzgruppen vom Oligopeptid arbeitet man bevorzugt in einem 
20 Temperaturbereich von -25 bis 30°C, besonders bevorzugt sind -1 0 bis 10°C und ganz besonders bevorzugt sind 0 bis 

5°C. 

[001 7] Das Chloridsalz des Oligopeptids kann fur die Aufreinigung mittels Flussigchromatographie als seine konzen- 
trierte salzsaure wSBrige LCsung eingesetzt werden. Bevorzugt wird man aber das Chloridsalz nach der Entschutzung 
isolieren, z.B. durch Lyophilisation, und anschlieBend im Laufmittelsystem der Flussigchromatographie Oder in Essig- 
25 saure zuerst auflosen und auf die Saule geben. 

[0018] Als Methode der Flussigchromatographie wird bevorzugt die Hochdruckflussigkeitschromatographie zur Auf- 
reinigung der Oligopeptide angewandt. Als Losungsmittelsysteme fQr die Gradientenelution benutzt man Laufmittel 
nach steh end er Zusammensetzung: 

30 



Laufmittel A 


Laufmittel B 


i. 85 bis 98% Wasser 

ii. 2 bis 10% Essigsdure 

iii. O bis 5% Acetonitril 


i. 20 bis 48% Wasser 

ii. 2 bis 1 0% Essigsaure 

iii. 50 bis 70% Acetonitril 



oder 

40 



Laufmittel A 


Laufmittel B 


i. 85 bis 98% Wasser 

ii. 2 bis 10% Essigsaure 

iii. O bis 5% Methanol 


i. 0 bis 10% Wasser 

ii. 2 bis 10% Essigsaure 

iii. SO bis 98% Methanol, 



so bevorzugt fur die Gradientenfahrweise ist ein Losungsmittelgemisch bestehend aus 



Laufmittel A 


Laufmittel B 


i. 92% Wasser 

ii. 5% Essigsaure 


i. 28% Wasser 

ii. 5% Essigsaure 
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(fortgesetzt) 



Laufmitte! A 


Laufmitte! B 


iii.3% Acetonitril 


iii.67% Acetonitril 



5 

Oder 



10 


Laufmittel A 


Laufmittel B 




i. 90% Wasser 


i. 5% Wasser 




ii. 5% Essigsaure 


ii. 5% Essigsaure 


15 


iii.5% Acetonitril 


iii.90% Acetonitril 



[0019] Die Aufreinigung erfblgt bevorzugt bei einer Saulentemperatur von 5 bis 50°C, besonders bevorzugt sind 15 
bis 35°C und ganz besonders bevorzugt sind 20 bis 30°C. Der Saulendruck sollte zwischen 5 und 100 bar, bevorzugt 
zwischen 20 und 80 bar und besonders bevorzugt zwischen 30 und 60 bar bet rag en. Als station are Phase konnen prin- 
ce ziptell alle dem Fachmann gelaufigen Materiaiien zur Reinigung genommen werd en. Besonders gut eignet sich ein 
Reversed-Phase-Material. Als Reversed- Phase-Material werden Saulenpackungen verstanden die auf Tragermateria- 
lien wie Kieselgel Oder organischem Polymer basieren. Im Falle von Kieselgelen kOnnen die hydrophilen Oberflachen 
durch Organosilane modifiziert sein. Hierzu eignet sich neben anderen C-2, C-8 Oder C-18 Modifikationen. Besonders 
bevorzugt ist der Einsatz einer C-18 modifizierten RP-18 Phase, ganz besonders bevorzugt ist die Nucleosil® 300-7- 
25 C 18 der Firma Macherey&Nagel oder Purospher® RP 18 (10|tim) der Firma Merck 

[0020] Als Oligopeptide werden in der vorliegenden Anmeldung Peptide mit funf bis funfundzwanzig Aminosauren 
verstanden. Bevorzugt ist der Bereich von Oligopeptiden mit acht bis zwolf Aminosauren. Ganz besonders bevorzugt 
kommen Oligopeptide mit zehn Aminosauren zur Anwendung. 

[0021] Die oben beschriebene flussigchromatographische Methode zur Umsalzung und Aufreinigung der Oligopep- 
30 tide laBt sich sowohl nach der sogenannten Simulated-Moving- Bed-Technik als auch mittels cyclischer Chromatogra- 
phie durchf uhren . 

[0022] Ganz auGerordentlich vorteilhaft kommt das erfindungsgemaRe Verfahren in einer Synth ese zur Herstellung 
der LHRH-Antagonisten Cetrorelix (U und Antarelix (2) 

35 Ac-D-Nal (2 ) -D-Phe ( 4C1 ) -D-Pal (3 ) -Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro- 

D-Ala-NH 2 • 2CH 3 COOH 



40 



Ac-D-Nal (2) -D-Phe (4C1) -D-Pal ( 3 ) -Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Lys (£- 
isopropyl) -Pro-D-Ala-NH 2 • 2CH 3 COOH 



zum Einsatz. Die Einfuhrung von tert.-Butylschutzgruppen in der Seitenkette von Serin und Tyrosin hat sich bei der 
Synthese besonders bewahrt. Zur Gewinnung des Endproduktes mussen diese Schutzgruppen unter sauren Bedin- 
50 gungen (TFA bzw HCI) wieder abgespalten werden. Bei der Abspaltung der tert.-Butylgruppen mit Salzsaure bilden 
sich deutlich weniger Nebenprodukte als bei der Verwendung von TFA. 

[0023] Das optimierte Trennverfahren ist geeignet fur die ProzeGchromatographie und erlaubt den Einsatz von pra- 
parativen HPLC-Saulen mit Innendurchmessern von grOBer 30 cm und Injektionsmengen von mehr als 200 g pro Chro- 
matographielauf. 

55 [0024] Damit ist das vorliegende Verfahren mit ursachlich dafur. daB z.B. oben genannte Oligopeptide in vorteilhafter 
und damit Ckonomisch gunstigerer Weise im MultikilogrammaGstab bereitzustellen sind. 

[0025] Die Ausgangssubstanzen fur die hier beschriebene Erfindung lassen sich nach dem Fachmann an sich 
bekannten Methoden herstellen. Es sei auf die einschlagigen Lehrbucher verwiesen (Houben-Weyl, Methoden der 
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organischen Chemie, Band 15/1 und 15/2; M. Bodanszky, Priciplesof Peptide Synthesis, Springer Verlag 1984). 
[0026] Die fblgenden Beispiele sollen die Erf indung erlautern, sie jedoch keinesfalls einschranken: 

Beispiel 1: 

5 

Darstellung von Ac-D-Nal-D-p-CI-Phe-D-Pal-Sef-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 x 2HCI (1a) (Cetrorelix- 
Hydrochlorid) 

[0027] 50 g (31 .65 mmol) ) Ac-D-Nal-D-p-CI-Phe-D-Pal-Ser^ werden 
10 unter starkem Ruhren in 200 ml eisgekuhlte konzentrierte Salzsaure gegeben. Man rOhrt ca. 1h bei 0-5°C, gibt die 
Reaktionsmischung auf ein geruhrtes Gemisch aus 0.75 I n-Butanol und 0.5 kg Eis, trennt nach Zugabe von 120 ml 
Wasser die Phasen, steilte den pH-Wert der organischen Phase mit Natronlauge auf ca. 2 ein und dampft die butano- 
lische Losung i.Vak. ein. Der Ruckstand wird in 0.5 1 tert-Butylmethyi ether suspendiert, abgesaugt, mit 0.5 I tert-Butyl- 
methylether gewaschen und i.Vak. getrocknet. Ausbeute an 1a : 49 g (103 %, Substanz enthalt ca. 4 Gew.-% NaCI), 
is HPLC-Reinheit 94.4 H.-%. (siehe Abb. 6) 

Beispiel2: 

Darstellung von Ac-D-Nal-D-p-CI-Phe-D-Pal-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 x 2TFA (1b) (Cetrorelix- 
20 Trifluoracetat) 

[0028] 1 g (0.633 mmol) Ac-D-Nal-D-p-CI-Phe-D-Pal-SerOBu^^ werden in 

10 ml Trrfluoressigsaure geldst, die Losung 1.5 h geruhrt und anschlieBend in 100 ml eiskalten Diisopropylether gege- 
ben. Das Produkt 1b wird abgesaugt, mit Diisopropylether gewaschen und i.Vak. getrocknet. Ausbeute an 1b : 1.05 g 
25 (100 %), HPLC-Reinheit 89.6 FI.-%. (siehe Abb. 7) 

Beispiel 3: 

Darstellung von Ac-D-Nal-D-p-CI-Phe-D-Pal-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Lys(e-isopropyl)-Pro-D-Ala-NH 2 x 2HCI (2a) 
30 (Antarelix-Hydrochlorid) 

[0029] 77.3 g (46.2 mmol) Ac-D-Nal-D-p-CI-Phe-D-Pal-Ser^Bu^ 

Ala-NH 2 werden unter starkem Ruhren in 400 ml eisgekuhlte, konzentrierte Salzsaure gegeben. Nach ca. 1 h giefct 
man die Reaktionsmischung auf ein Gemisch aus 0.85 i Wasser/0.85 kg Eis, extrahiert die waRrige Losung zweimal mit 
35 je 0.9 1 n-Butanol, stellt den pH-Wert der vereinigten Butanolphasen mit gesattigter. waGriger Natriumhydrogencarbo- 
natiOsung auf ca. 2 ein, trennt die Phasen und dampft die organische Phase i.Vak. ein. Der Ruckstand wird mit 2 1 tert- 
Butylmethyiether digeriert, abgesaugt, mit tert-Butylmethylether gewaschen und i.Vak. getrocknet. Ausbeute 72 g (104 
%, Substanz enthalt ca. 2 Gew.-% NaCI und Reste Butanol), HPLC-Reinheit 94.0%. (siehe Abb. 8) 

40 Beispiel 4: 

Darstellung von Ac-D-Nal-D-p-CI-Phe-D-Pal-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Lys(e-isopropyl)-Pro-D-Ala-NH 2 x 2TFA (2b) 
(Antarelix-Trifluoracetat) 

45 [0030] 1 g (0.6 mmol) Ac-D-Nal-D-p-CI-Phe-D-Pal-SerOBuJ-Ty^ 

NH 2 werden in 10 ml Trrfluoressigsaure gelost, die Losung ca. 1 .5 h geruhrt und anschlieBend in 100 ml eiskalten Diiso- 
propylether gegeben. Das Produkt 1b wird abgesaugt, mit Diisopropylether gewaschen und i.Vak. getrocknet. Ausbeute 
an 1b : 1.01 g (100 %), HPLC-Reinheit 89.4 FI.-%. (siehe Abb. 9) 

so Beispiel 5: 

Preparative Aufreinigung von CetroreMx aus dem Rohprodukt der klassischen Synthese in Losung (Beispiel 1): 

[0031] 18 g des Rohproduktes aus einem Verfahren des Beispiels 1 werden in 500 ml 30%-iger Essigsaure gelost 
55 und nach Filtration (uber Seitz K-700-FiIter) auf die Saule (Lange 250 mm, Innendurchmesser 100 mm) appliziert. Als 
stationare Phase kann alternativ Nucleosil 300-7-C 18 der Fa. Macherey & Nagel Oder Purospher RP 18 (10 mm) der 
Fa. Merck eingesetzt werden. Dabei wird die Saule zunachst 20 Minuten mit einem L6sungsmittelgemisch aus 95 % 
mobiler Phase A (970 ml Reinstwasser + 30 ml Acetonitril + 50 ml 100 %-iger Essigsaure) und 5 % mobiler Phase B 
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(700 ml Acetonitril + 300 ml Reinstwasser + 50 ml 100 %-iger Essigsaure) konditioniert. AnschlieGend erfolgt die Chro- 
matographie auf der Nucleosil Phase nach folgendem Gradientenprogramm: 



5 





Zeit (min) 


Konzentration A (Vol %) 


Konzentration B (Vol %) 




0 


95 


5 




9 


95 


5 


10 


10 


77 


23 




22 


77 


23 




37 


67 


33 


15 


47 


0 


100 




55 


0 


100 



[0032] Der Eluentenf luB betragt 200 ml/min, wobei sich je nach Gradientenbedingungen ein Saulendruck von 38-60 
20 bar aufbaut. 

Alternativ erfolgt die Chromatographie auf dem Purospher-TrSger nach folgendem Gradientenprogramm : 



Zeit (min) 


Konzentration A (Vol %) 


Konzentration B (Vol %) 


0 


95 


5 


20 


95 


5 


21 


70 


30 


60 


65 


35 


61 


0 


100 


70 


0 


100 



[0034] Der Eluenterrf luB betragt in diesem Fall 300 ml/min, wobei sich je nach Gradientenbedingungen ein Saulen- 
druck von 35-50 bar aufbaut. 

40 [0035] Die Peakdetektion erfolgt im UV bei 270 nm, wobei eine manuelle Fraktionierung vorgenommen wird. Abge- 
trennt vom Hauptpeak (Reinheit > 99.5 %) werden ansteigende und abfallende Flanken (Reinheit ca. 95 %), die rezy- 
Wiert werden. Aus den Fraktionen wird am Rotationsverdampfer bei ca. 50°C und Wasserstrahlvakuum Acetonitril bis 
auf ca. 1% entfernt. Anschliessend erfolgt die Lyophilisation der eingeengten Eluate. 

45 HPLOAnalytik des eingesetzten Rohproduktes: 

[0036] Dargestellt in Abbildung 1 . 

Spezifikation des Rohproduktes: 

50 

[0037] 

Peptidreinheit : 94.4 % Flache 



55 Chloridgehalt : 6.2 % 



EP 0 955 308 A1 

Praparative HPLC des Cetrorelix-Svntheserohproduktes auf der Nucleosil-Phase: 
[0038] Dargestellt in Abbildung 2. 

Praparative HPLC des Cet rorellx-SvntheserohDroduktes auf dem Purospher-Traaer: 
[0039] Dargestellt in Abbildung 3. 

HPLOChromatoaramm des aufgerelnlgten Endproduktes: 
[0040] Dargestellt in Abbildung 4. 
Spezif ikation des Endproduktes 
[0041] 

Peptidreinheit : 99.75 % 
Chloridgehalt : 220 ppm 
Acetatgehalt 6.5 % 

Beispiel 6: 

Praparative Aufreinigung von Antarelix aus dem Rohprodukt der klassischen Synthese in Losung 

[0042] 15 g des Rohproduktes werden in 500 ml 30%-iger Essigsaure gelost und nach Filtration (uber Seitz K-700- 
Filter) auf die Saule (Lange 250 mm, Innendurchmesser 100 mm) appliziert. AIs stationare Phase dient Purospher RP 
18 (10 mm) der Fa. Merck. Dabei wird die Saule zunachst 20 Minuten mit einem Losungsmittelgemisch aus 95 % mobi- 
ler Phase A (970 ml Reinstwasser + 30 ml Acetonitril + 50 ml 100 %-iger Essigsaure) und 5 % mobiler Phase B (700 
ml Acetonitril + 300 ml Reinstwasser + 50 ml 100 %-iger Essigsaure) konditioniert. AnschlieBend erfolgt die Chromato- 
graphic nach folgendem Gradientenprogramm: 



Zeit (min) 


Konzentration A (Vol %) 


Konzentration B (Vol %) 


0 


95 


5 


15 


95 


5 


16 


70 


30 


56 


65 


35 


57 


0 


100 


65 


0 


100 



[0043] Der Eluentenf luB betragt 300 ml/min, wobei sich je nach Gradientenbedingungen ein SSulendruck von 35-50 
bar aufbaut. Die Peakdetektion erfolgt im UV bei 270 nm, wobei eine manuelle Fraktionierung vorgenommen wird. 
Abgetrennt vom Hauptpeak (Reinheit > 99.5 %) werden ansteigende und abfallende Flanken (Reinheit ca. 95 %), die 
rezykliert werden. Aus den Fraktionen wird am Rotationsverdampfer bei ca. 50°C und Wasserstrahlvakuum Acetonitril 
bis auf ca. 1% entfernt. Anschliessend erfolgt die Lyophilisation der eingeengten Eluate. 

Praparative HPLC des Antarelix-Svntheserohproduktes auf dem Purospher-Traqer: 

[0044] Dargestellt in Abbildung 5. 
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Spezrf ikation des Endproduktes 
[0045] 

Peptidreinheit : 99.39 % 
Chloridgehalt : <200 ppm 
Acetatgehalt 7.5 % 
Beispiet 7: 

Preparative Aufreinigung von Cetrorelix im System Methanol/Wasser/Esslgsdure 

[0046] 4 g des Rohproduktes werden in 60 ml 30%-iger Essigsaure geldst und nach Filtration (Ober Seitz K-700-Filter) 
auf die Saule (Lange 250 mm, Innendurchmesser 40 mm) appliziert Als stationare Phase dient Deltapak 300 A, 1 5 mm 
der Fa. Millipore. Dabei wird die Saule zunachst 20 Minuten mit mobiler Phase A (950 ml Reinstwasser + 50 ml Metha- 
nol + 60 ml 1 00 %-iger Essigsaure) konditioniert. 

[0047] AnschlieBend erfolgt die Chromatographie nach folgendem Gradientenprogramm (mobile Phase B: 950 ml 
Methanol + 50 ml Reinstwasser + 60 ml 100 %-iger Essigsaure): 



Zeit (min) 


Konzentration A (Vol %) 


Konzentration B (Vol %) 


0 


100 


0 


10 


100 


0 


11 


70 


30 


40 


30 


70 


41 


0 


100 


50 


0 


100 



[0048] Der EluentenfluB betragt 60 ml/min, wobei sich je nach Gradientenbedingungen ein Saulendruck von 20-30 
bar aufbaut. Die Peakdetektion erfolgt im UV bei 270 nm, wobei eine manuelle Fraktionierung vorgenommen wird. 
Abgetrennt vom Hauptpeak (Reinheit > 99.5 %) werden ansteigende und abfallende Flanken (Reinheit ca. 95 %), die 
rezykliert werden. Aus den Fraktionen wird am Rotationsverdampfer bei ca. 50°C und Wasserstrahlvakuum Methanol 
bis auf ca. 1% entfernt. Anschliessend erfolgt die Lyophiiisation der eingeengten Eluate. 

Soezifikation des Endproduktes 

[0049] 

Peptidreinheit : 99.60 % 
Chloridgehalt : 220 ppm 
Acetatgehalt 7.1 % 

Patentanspruche 

1 . Verfahren zur einstuf igen Umsalzung und Aufreinigung von Oligopeptiden durch Flussigchromatographie mit ace- 
tathaltigen Laufmitteln zum Erhalt des Oligopeptidacetats, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Oligopeptide als deren Hydrochloridsalze zur Reinigung einsetzt. 
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Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die geschutzten Vorstufen der Oligopeptide mit konzentrierter Saizsaure entschutzt. 

Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man das pure Chloridsalz des Oligopeptids durch Lyophilisation dessen salzsaurer Losung erhaH. 

Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man das ChloridsaJz des Oligopeptids als seine konzentrierte saizsaure waBrige Losung einsetzt. 
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5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man das pure Chloridsalz nach Los en in dem Laufmittel der Flussigkeitschromatographie oder nach Losen in 
Essigsaure einsetzt. 



20 



Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man bei einer Temperatur von -25 bis 30°C arbeitet. 



25 



7. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als Flussigchromatographie die Hochdruckflussigkeitschromatographie anwendet. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man mit einem Losungsmittelsystem der folgenden Zusammensetzung arbeitet: 



35 



40 



45 



oder 



Laufmittel A 


Laufmittel B 


i. 85 bis 98% Wasser 

ii. 2 bis 10% Essigsaure 

iii. O bis 5% Acetonrtril 


i. 20 bis 48% Wasser 

ii. 2 bis 10% Essigsaure 

iii. 50 bis 70% Acetonrtril 




Laufmittel A 


Laufmittel B 


i. 85 bis 98% Wasser 

ii. 2 bis 10% Essigsaure 

iii. O bis 5% Methanol 


i. 0 bis 10% Wasser 

ii. 2 bis 10% Essigsaure 

iii. 80 bis 98% Methanol, 



so 9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man mit folgendem Losungsmittelsystem arbeitet: 
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Laufmittel A 


Laufmittel B 


i. 92% Wasser 


i. 28% Wasser 
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(fortgesetzt) 



Oder 



Laufmittel A 


Laufmittel B 


ii. 5% Essigsaure 

iii. 3% Acetonitril 


ii. 5% Essigsaure 

iii. 67% Acetonitril 




Laufmittel A 


Laufmittel B 


i. 90% Wasser 

ii. 5% Essigsaure 

iii. 5% Acetonitril 


i. 5% Wasser 

ii. 5% Essigsaure 

iii. 90% Acetonitril 



10. Verfahren nach Anspruch 8 und 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man bei einer Temperatur von 5 bis 50°C arbeitet. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 8 bis 1 0, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man mit einem Druck von 5 bis 100 bar arbeitet. 

12. Verfahren nach Anspruch 8 bis 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als stationare Phase Reversed-Phase-Saulenmaterial verwendet. 

1 3. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als Oligopeptid ein Peptid aus mindestens funf und hflchstens funfundzwanzig Aminosauren einsetzt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man ein Peptid aus acht bis sechszehn Aminosauren einsetzt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man ein Peptid aus zehn Aminosauren einsetzt. 

1 6. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Flussigchromatographie nach der Simulated-Moving-Bed Methode Oder mittels cyclischer Chromato- 
graphie durchfuhrt. 
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Abb. 5 




13 



EP 0 955 308 A1 



Ji 



IK) 



J. 



14 



# 



EP0 955 308 A1 



Abb. 9 



"US A At- 



15 



4 



EP0 955 308A1 



Europftiaches EUROP aisCHER RECHERCHENBERICHT 



Nummer der Anrnddung 

EP 99 10 5639 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



Kategorie 



Kennzeichrtung des Dofaiments mit Angabe, soweit erfordertich, 
der maBgeblichen Teile 



Betrifft 
Anspruch 



KLASSIFIKATION DER 
ANMELDUNG (int.CI.6) 



GB 2 152 059 A (KOZPONTI VALTO-ES 
HITELBANK RT INNVOACIOS ALAP) 
31. Jull 1985 (1985-07-31) 

* das ganze Dokument * 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 112, no. 23, 

4. Jun1 1990 (1990-06-04) 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 217553, 

J MICHALSKY ET AL.: "Preparation of 

alpha-aspartyl phenyl alanine methyl and 

ethyl esters" 

XP002109980 

& CS 261 262 A (MICHALSKY ET AL.) 

* Zusammenf assung * 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 118, no. 11, 

15. Marz 1993 (1993-03-15) 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 102429, 

H NAHARISSOA ET AL.: "Use of 6M 

hydrochloric add for removal of the 

N-alpha-tert-butyloxycarbonyl group during 

solid-phase peptide synthesis" 

XP002109981 

& PEPT RES, 

Bd. 5, Nr. 5, 1992, Selten 293-299, 

* Zusammenfassung * 

-/— 



C07K1/12 
C07K1/36 
C07K7/23 



RE CH ERCH IERTE 
SACHGEBIETE (lnt.CI.6) 



C07K. 



Der vorliegende Recherchenbericht wurde fur alle Patentanspruche erstellt 



Racherchanort 



DEN HAAG 



22. Juli 1999 



PlOfM 

Masturzo, P 



KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE 

X : von beaonderor Bedeutung allein betrachtet 

Y : von beeonderer Bedeutung in Verblndung mH einer 

anderen Verdffenttchung dersetben Kategorie 
A : tachnologtechor Hlntergrund 
O : rtchtachrtftMche Oflenbarung 
P : Zwtecheniiteratur 



T : dor Erfindung zugrunde llegende Theorien odar Grund&atze 
E : afteres Patent dokument, das jadoch orat am odar 
nach dam AnmeWedatum vecoflentHcht wordan ist 
D : In dar Anmaldung angofCihrtea Dokument 
L : a us anderen GrOndan angafuhrtas Dokument 

4 : MagKed der gteiciw n PatarWamUla. C^rairw^n^andaa 
Dokument 



16 



♦ 



EP 0 955 308 A1 



Europdlsches 
Patentamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



Nummer der Anmeldung 

EP 99 10 5639 



EtNSCHLAGIGE OOKUMENTE 



Kategorie 



Kennzeichnung des Dokuments mit Angabe. soweit erforderlich, 
der maflgebiichen Teile 



Betrifft 
Anspruch 



KLASSIRKATION DER 
ANMELDUNG (int.Ct.6) 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. Ill, no. 25, 
18. Dezember 1989 (1989-12-18) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 233550, 

Y KAWASAKI ET AL. : "Development for the 

simple synthetic method of oligopeptides" 

XP002109982 

& CHEM. EXPRESS, 

Bd. 3, Nr. 11, 1988, Seiten 703-706, 
* Zusammenfassung * 



RECHERCHIERTE 
SACHGEBIETE (lnt.Cl.6) 



Der vortiegende Recherche nbericht wurde fur alle Patentanspruche erstellt 



Recrwrcftenort 

DEN HAAG 



22. Jul1 1999 



Masturzo, P 



KATEQORIE DER GENANNTEN OOKUMENTE 

X : von besonderer Bedeutung attain betrachtat 

Y : von beeonderer Bedeutung in Verbindung mit etner 

enderen Verfiffenttlchung dersefcen Kategoria 
A : tecnnoioglschar Hintergrund 
O : nlcntachrittliche Offonbarung 
P : Zwischenlitoratur 



T : der Erfindung zugnjnda l legend© Theorien odor GrundsAtze 
E : aleras Paiantdofcument, das jedoch erst am Oder 
nach dam AnmeKJedatum verotfentlierrt worden ist 
D : in der Anmaldung angefOhrtea Dokument 
L : aus a ode re n Grtinden angefGhrtes Dokument 



& : Mltgiied der gleichen PatantTamiiie.ubereinstimmendes 
Dokument 



17 



EP 0 955 308 A1 



ANHANG ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICHT 

UBER DIE EUROPAISCHE PATE NT AN M E LD U N G NR. EP 99 10 5639 



in diesem Anhang sind die Mitgiieder der Patentfamilien der im obengenaanten europaischen Recherchenbericht angefuhrten 
Patentdokumente angegeben. 

Die Angaben uber die Familienmitglieder entsprochen dem Stand der Datei des Europaischen Patentamts am 
Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewfthr. 

22-07-1999 



Mitglied(er) der 
Patentfamiiie 



Datum der 
VerOffenttichung 



AT 
AT 
AU 
AU 
BE 
CA 
CH 
CZ 
DD 
DE 
DK 
FI 
FR 
GR 
OP 
LU 
NL 
SE 
SE 
SU 
US 



394727 B 
404284 A 
583803 B 

3709884 
901307 

1268897 
664968 

8410210 
255164 

3446997 
625084 A,B, 
845051 A,B, 

2557114 
82556 
60226898 
85710 

8403888 
469032 B 

8406554 A 

1396970 

4647553 



A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 



A 
A 
A 
A 
A 



A 
A 



10- 06- 
15-11- 

11- 05- 
04-07- 
19-06- 
08-05- 

15- 04- 

16- 02- 

23- 03- 

11- 07- 

24- 06- 
24-06- 
28-06- 

23- 04- 

12- 11- 

17- 07- 
16-07- 
03-05- 

24- 06- 
15-05- 
03-03- 



1992 
1991 
1989 
1985 
1985 
1990 
1988 
1994 
1988 
1985 
1985 
1985 
1985 
1985 
1985 
1986 
1985 
1993 
•1985 
•1988 
1987 



CS 



8703862 A 



15-06-1988 



im Recherchenbericht 
angetuhrtee Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



GB 2152059 



31-07-1985 



CS 261262 



15-06-1988 



I 
2 

Fur nahere Einzelheiten zu diesem Anhang : siehe Amtsblatt des Europaischen Patentamts, Nr. 12/82 



18 



